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Die folgenden An p ab»n »ir>d den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

(§) Verfahren und Mittel zum Nachweis einer Wahrscheinlichkeit zukunftigen Fortschreitens von 
Gefasserkrankungen 

© Asymmctrisches Dimethyl* rn»nin (ADMA) und symme- 
trisches Dimethylarginin (SOMA) su d nalurlich vorkom- 
mcncle Analogc der Anvnosaure L Argmin. Ihre Konzen- 
trationen in Plasma, Urin u m! «iu)i?rcii biologischen Ma- 
trices werden bislang nutlHs, Hew hdruck Flussigkeit- 
schromalographie (HPLO brstrumt. Diese Verfahren 
sind durch hohen technischen, ai>;w«rat>vcn und zeitlichen 
Aufwand gekennzeichnei. Dm Kcm/entf atton von ADMA 
im Plasma ist bei Patienten m ! H»rr/ Krms auferkronkun 
gen erhoht. Ob jedoch ein riirefcfcr Zusammenhang zwi- 
schen hohen ADMA-Kon/entratioMon und dcm Auftreten 
kardiovaskularer Erkrankungen tw?stcht. war b slang nicht 
bekannl. Das neue Verfahren soli iltut vvurtger aufwandi- 
gen und ubiquitar verwendbaron Nachwois von ADMA 
und SDMA in der klinisch -chemise hen Routineanalytik er- 
mdglichen und die Beurteilung dos cunfiigen kardiovas- 
kularen Risikos eines Patientcn aufgrund der so gewon- 
* nenen Messergebnisse erlaubcn. 

Monoklonaie bzw. polyklonale A'Mifcorper gegen ADMA 
und SDMA werden durch Immunsierung von Versuchs- 
tieren, Zellfusion und Isolation fjoeigneier ZcKklone in vi- 
tro gewonnen. Mit diesen Antikorjxun werden immun- 
chemische Nachweisverfahren hergestellt, die es erlau 
ben, ADMA und SDMA selekt'v in biologischen Flussig- 
keiten sowie Gewebsschninen und extraktcn nach/uwei- 
sen. Durch prospektive Ermittlung des Zusammenhangs 
zwischen ADMA-Konzentralion u*itl kaidiovaskutarer Er- 
krankungshaufigkeit ist es fernor orstmals moglich, die er- 
mittelten Konzentrationen fur die klinische ... 
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[1 1 Die Erfindung betrirTi Verfahren zum Nachwcis ei- 
/ahrschcinlichkcii /ukunfligcn Fori schrci lens von Ge- 
;crkrankungen. Darubcrhinaus bcirilTi die lirlindung 
Titicl zum Nachwcis von endogenen Mclhyl-Arginincn 
biologisehcn Mussigkciicn. 

I 0002 | Die endogenen Mclhyl-Arginine A DMA und 
SDMA sind Dcrivaicdcr Aininosiiurc L-Arginin. L-Arginin 
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Herz-Kreislauferkrankung relevant er Faktor isu ist es niiiz- 
lich, die Konzeniration beim individuellen Palienten miltels 
eines universell verfugbaren und raschen diagnostischen 
Tcsls spczifisch mcsscn und sic von der S DMA -Kon/.en Ira- 
lion unlcrschcidcn zu konncn. 

|0006 1 Die dcrzcil verfugbaren Messvcrfahren zurquanii- 
laiiven Bcsiimmung von ADMA und SDMA in Plasma, Sc- 
rum, Urin und andcren biologisehcn Flussigkeiien (Gcwcbs- 
exirakien, /ellkuliurubcrsianden u. a.) basieren allesamt auf 
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iiiwiinciiiiciiCii ixOipcr. iwj wiCiiciuni im cm wii;iiiigci pny- 

siologischer Mediator im IIer/-Krcislaufsyslcm. der an der 
Regulation von Bluidruck und Gclasswidersland, Adhasion 
und Aggregation von ITiromhozyien. Adhasion von Ix*uko- 
/.vi en und Mono/.yien und der lVoli feral ion glaiier (jclass- 
muskclzcllcn beleiligi isi (Boger el a!., Alhcrosclerosis 
1996: 127: 1 11}. Bei Ilerz-Krcislauferkrankungen wic Ar- 
leriosklcrose, Ilypcreholcsicrinaimc, Hypertonic, chroni- 
schcr Ilerzinsuflizienz, Diabeles mellitus und andcren 
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sigKcifocmojiiaiugiaiic \iii-ia ). vcrsciiicticuc ivuxiniKaiio- 
nen von TTPLC-Methodcn werden hicrzu der/eil eingesclzl. 
Diese Melhcxien sind jedoch sehr /oil- und personalinlcnsiv, 
teuer, und somil fur die klinisehe Roulinediagnoslik nichl 
geeignel. 

|0007 1 Aufgabe der vorliegenden lirfindung isl es, cine 
Wahrscheinliehkcii des /.ukunfligcn Fonschrcilcns von Gc- 
lassc rkrank u nge n nachzu wciscn . 

|0008) Diese Aufgabe wird erfindungsgemass dadurch gc- 



koiiinil cs zur Abschwachung der biologisehcn Wirkungcn 20 lost, dass ein Gchall von endogenen Mclhyl-Arginincn in 



von NO. wodurch das Forischreilen diescr lirkrankungcn 
und der bcgleiicnden Gefasslasionen bcschleunigl wird. 
Durch Gabc von L-Arginin kann diese m Geschchcn entge- 
gengewirki werden. 

1 0003 1 In mchrcren kliriischcn und experimenlellcn Un- 
lersuchungen konnic ge/.eigl werden, dass es bei den gc- 
nannien Hrkrankungen zu cincm Ansieigen der Kon/cnl ra- 
tion des endogenen L-Arginin-Analogons ADMA im 
Plasma oder Scrum konmii. lirhdhle Kon/cniralioncn von 
ADMA wurden gefunden bei pcriphercr ancricllcr Vcr- 
sehlusscrkrankung (Boger el al.. Circulation 1997; 95: 
2068 2074), bei T Type rcholcsierin ami c (Boger el al.. Circu- 



lation., 

al.. J. Cardiovasc. Pharmacol. 1999; 33: 652 658), bei chro- 
niseher Nicreninsulli/.ienz (Kielsiein el al., J. Am. Soc. Ne- 
phrol. 1999; 10: 594 6(XH und bei chronischer Tler/insuffi- 
/.icn/.. liinc tJrsachen-Wirkungsbcziehung zwischen crhoh- 
len DMA-Kon/.cniralioncn und diese n lirkrankungcn 
konnic ausden lirgchnissen dieser St udien jedoch nichl ab- 



biologischcn Flussigkeiien bcslimmt wird. 
|0009 1 Trolz der schr umlanglichcn Bcsiimmung vcr- 
schicdenslcr bishcr bckannlcr kardiovaskuliirer Risikofakio- 
rcn isl bei cincm Anlcil von Palienten Irotz 1 eh lens solcher 
25 bisher bekannler Risikofakloren ein l : orischreiien von Ge- 
fasscrkrankungen nach/u wciscn. Die lirfindung weisi den 
Voricil auf, dass /.umindest ein 'lei I dieser I-allc dureh das 
Vorlicgcn crhohlcr Kon/cniralioncn der endogenen Mcthyl- 
Argininc crklarl werden kann und somil cine vcrbcsserlc 
30 Prognose ubcr den Krankhciisvcrlauf abgegeben werden 
kann. 

1 0010 1 Die bishcr cingcsct/.icn Nachwcisvcrfahrcn fiir 



qx:nuijie_CSurdaeki_ei ADMA und SDMA hasicrcu-auiLdcm Priuzip_der HPLC- 

was sic schr aufwandig und leuer niacin, so dass diese Ver- 
fahren nichl umfassend in klinischen All lag eingcsci/l wer- 
den konncn, sondem spczialisiertcn Forschungslabors vor- 
bchallen blcibcn. liinc wcilerc Aufgabe der lirfindung isl cs 
daiier, ein Verfahren vor/.ulegcn, mil (lessen ITilfc einfach, 
koslengunstig und universell klinisch nul/.bar die endogenen 



geleilel werden. ADMA isl ein Inhibitor der Bildung von Mclhyl-Arginine ADMA und SDMA quantitativ in biologi- 



NO aus L-Arginin, die durch das lin/.ym NO-Synlhase in 
lindothclzcllcn vermillell wird. Somil ware erklarlieh. dass 
die crhohien Kon/eniralionen von ADMA durch ITcmmung 
der N()-Bildung zum Forischreilen des ancrioskleroiischcn 
Pro/esses be i I rage n konnlen. Dagcgcn isl SDMA /.war 45 
eben falls ein endogen vorkommendes Molekul, welches 
aberoffenbar keine inhibilorischc Wirkung auf die Aklivitat 
der N'O-Synthase ausiibl. 

1 0004 1 Der lirfindung liegl die Bcobachiung zugrundc, 
dass Paiienien mil Ilypcrcholcsierinamic, pcriphercr Arie- 
riosklerose, ITer/.insiiffr/.icnz, chronischer Niereninsuffi- 
zienz und TTyperlonic hohere Konzcniraiionen von ADMA 
im Plasma aufweiscn als gesundc Probandcn. Wir haben 
nunmehr crstmals zcigen konncn, dass ADMA ein fiir das 
zukiinfiigc Forischreilen der Gctasscrkrankung progno- 
stisch relevanier Pakior isi: Palienten mil hohcrcn ADMA- 
Kon/cntraiioncn haben cine signifikant hohere Wahrschein- 
liehkcii, cine bcdrohlichc Durchblutungsslorung zu crleiden 
odcr daran zu vcrsicrben als Palienten mil nicdrigercn 
ADMA-Konzcntrationen (Beispiel 1). Paiienien mil hohen 60 
ADMA-Konzentrationen haben auch insgcsaml cin signifi- 
kant hoheres Risiko zu vcrsicrben, unabhangig von der zu- 
grundeliegendcn Todcsursache (Beispiel 2). Schlicsslich 
findci sich bei Paiienien mil hohcrcn ADMA- Konzent ratio- 
ncn signifikant hiiufigcr cine Vcrdickung der Arlcricnwand 
in dcrTIalsschlagader (A. carolis) als bei Paiienien mil nied- 
rigen ADMA-Konzentrationen (Beispiel 3). 
|0005] Da ADMA somil cin fur den Krankhciisvcrlauf der 
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schen Mussigkeilen bcslimmt werden konncn. 
|001 1 ) Diese Aufgabe wird erhndungsgemass dadurch ge- 
losi. dass /ur Bcsiimmung des Gehallcs von endogenen Me- 
Ihyl-Arginincn in ciner biologisehcn P'lussigkcil auf diese 
mil Antikorpcrn cingewirki wird. 

|0012| Die Bcsiimmung der ADMA- und SDMA-Kon- 
zcniralionen millcls immunochemischer Verfahren (d. h. un- 
ler Vcrwcndung von nionoklonalcn odcr polyklonalen Anii- 
korpcrn) hal crfindungsgemass wcscnllichc Vorlcilc: 

1 . Die Messung der ADM.A- und SDMA-Konzentra- 
lionen mitiels Verwendung anlikorpcrbasierler Verfah- 
ren muss nichl in hochspezialisicrien IIPLC-Labors 
durchgefuhrl werden. Immunochemischc Nachweis- 
vcrfahren wie Radioimmunoassays, Enzymimmunoas- 
says etc. sind in den mcisten klinischchemischen La- 
bors routincmassig vcrfiigbar. 

2. Die Messung mil immunochemischen Nachwcis- 
vcrfahrcn dauert weniger lange als die Messung miltels 
TTPLC. Fur letzlcres Verfahren isl cine aufwendige Pro- 
benex Irak lion aus der jcweiligen Malrix (Plasma, Sc- 
rum, Urin o. a.) erfordcrlich, damit die Messung per 
HPLC erfolgen kann. Das rasche Vorlicgcn des Mcss- 
werics ist aber fur die Vcrwcndung des ADMA- bzw. 
SDMA-Nachwciscs im klinischen Alltag unabweisbar 
noiwendig, damil dieser Parameter als Krankheils- 
Marker brcile Akzeplanz fi nden kann. 

3. Immunochemischc Nachwcis verfahren konncn ne- 
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en der klinischen Routine auch in experimentellen 
^nwendungen zum Einsaiz koininen (z. B. Immunohi- 
Ilochemie, Immunozyiochemie, Immunoblotling). 
74. Fnisprechcnd der voHicgcndcn Rrfindung isl dcr 
diagnosiischc Nachwcis von ADMA b/.w. SDMA gc- 5 
eigncl, um prospcktiv uher das kardiovaskularc Risiko 
cincs Paiicnicn Aufschluss /.u erlangcn ("kardiovasku- 
larc r Kisikofaklor"). 

|0013) Die ltr/icugung monoktonalcr Anlikorper crfolgi 10 
nach altgenicin bekannien immunologischcn Vcrfahren 
durch Fusion von immunkonipelenlcn Zcllcn scnsibilisiencr 
Versuchsiierc mil Myclomzellen und Selektion dcr die spc- 
/.ifischen Anlikorper produ/.ierenden /ellklone millcls Stan- 
dard vcrfahren. Die Erzcugung polyklonaler Anlikorper cr- 15 
folgl mittcls Gewinnung von Immunscrum von inimunisicr- 
icn Vcrsuchsiicrcn nach allgcmcin bekannien Vcrfahren. Die 
Produklion monoklonalcr Anlikorper gegen ADMA und 
SDMA u m fas si die Kuliivierung dcr Anlikorpcr-produzic- 
renden Zcllklonc. die Gewinnung des Anlikorper cm hall en- 20 
den kondiiionicrien Mediums, sowie die Abfullung und den 
Venricb dcr Anlikorpcrlosungcn. Die Nul/.ung dcr Anlikor- 
per umfassi ihrcn Einsal/. zu diagnoslischcn und wisscn- 
schafilichcn Zwcckcn, als Aniikorpcr-Suspcnsion odcr als 
Bcstandicil eincs diagnoslischcn Kils, in den Bcrcichen dcr 25 
klinischen Mcdizin, dcr expcrimcnlcllcn Mcdizin. dcr Vcie- 
riniirnicdizin, der Biologic und andcrcr Biowisscnschaflcn. 
1 001 4 1 Die nachsichcndcn Bcispiele crlauicrn die Erfin- 
dung: 

30 

Bei spiel 1 

1 001 5 1 225 Paticntcn mil chroiiischcr NicrcninsutTizienz 
wurden in cine klinische Sludic aufgenommcn. Zu Bcginn 
der Sludic wurdc jedem Paiicnicn cine Bluiprobe cnlnoni- *S 
men. in dcr die Konzcntraiioncn von ADMA und SDMA so- 
wie von L-Arginin bcsiimmt wurden. Die Paiicnicn wurden 
uber cine miltlerc Bcobachiungsdauer von 26 Monaicn 
( 1 35 Monaicn) nach bcobach tel. Walircnd dicscr /cil erlil- 
len 57 Paiicnicn cin kardiovasku lares Krankhcilscrcignis 40 
(Myokardinfarki, Schlaganfall. pcriphere Durchbluiungs- 
siorung odcr kardial bedingier Tod). Paiicnicn mil einem 
solchcn kardiovaskuliircn Krankhcilscrcignis haitcn /.u Bc- 
ginn dcr Sludic signifikanl hohcre ADMA-Konzenlralionen 
gehabl (Median 3,2 umol/L) als Paiicnicn ohnc solches Er- 45 
cignis (Median 2.2 umol/L). ADMA crwics sich in dcr slali- 
slischen Analyse als cin unabhangigcr Pradikior kardiovas- 
kularcr Krankhciiscrcignissc. Wurden die Paiicnicn anhand 
der zu Bcginn der Smdie gcmcsscncn ADMA-Plasmakon- 
zcnlraiionen in Gruppen eingelcili (ADMA < 50. Pcrzenlile, 50 
51.-70. Perzcnlile, 71.-90. Perzenlile, und >90. Perzcnlile). 
so crgab sich eine klare Zunahmc dcr Inzidenz kardiovasku- 
larcr Todcsfallc mil sleigender ADMA-Konzenlralion 
(Abb. 1). 

55 

Bei spiel 2 

|0016) Bei 225 Paiicnicn, bei dencn in cincr zu Bcginn dcr 
Sludic abgenommcnen Bluiprobe die ADM A -Kon^cn! ra- 
tion bcsiimmt worden war, iralcn im Vcrlauf cincr im Millcl 60 
26 Monalc dauernden Nachbeobachiungsphase insgesamt 
57 Todcsfallc aufgrund verschicdcnsler Ursachen auf. Pa- 
lientcn, die im Verlauf der Sludie verslarben, hallen zu Be- 
ginn signifikanl hohere ADMA-Konzeniralionen aufgewie- 
scn (Median 3,5 umol/L) als Paiicnicn, die iibcrlcblcn 65 
(2,3 umol/L). ADMA crwics sich als cin von anderen Risi- 
kofakioren unabhangiger Pradikior des Ubcrlebens. Wurden 
die Paiienien anhand der zu Beginn der Studie gemessenen 



ADMA-Plasmakonzentrationen in Gruppen eingeteili 
(ADMA < 50. Perzenlile, 51.-70. Perzenlile, 71.-90. Per- 
zenlile, und >90. Perzenlile). so ergab sich eine klare Zu- 
nahme der Gesamtmnrialital mil sleigender ADMA-Kon- 
zcnlraiion (Abb. 2). 

Bcispicl 3 

|0017 1 Bei 90 Paiicnicn wurdc in cincr Plasmaprobc die 
ADMA-Konzcntralion best im ml. Anschlicsscnd wurdc bei 
dicscn Paiicnicn millcls hochaufloscnder Ullraschallunicr- 
suchung die Wanddickc dcr Ilalsschlagadcr (A. carol is I vcr- 
mcsscn. ADMA war cin unabhangigcr Einflussfaklor fur die 
Inlima/Mcdia-Dicke der A. carol is (Abb. 3), fur die lumi- 
nalc Qucrschnilisnachc. und fur den Schwcrcgrad dcr aric- 
riosklcroiischcn Lasioncn in dcr A. carol is. 

Palcnianspriichc 

1. Vcrfahren zum Nachwcis cincr WahrschcinJichkeil 
zuklinfligcn Fori schrci lens von Gefasscrkrankungen, 
dadurch gckennzcichnct, dass cin Gchali von endo- 
genen Mclhyl-Arginincn in cincr biologischcn Flussig- 
kcii nachgewicsen wird. 

2. Vcrfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
nei, dass fcslgcslclll wird, wic hoch in dcr biologischcn 
Flussigkeil eine Konzcniraiion von ADMA isl. 

3. Vcrfahren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekenn- 
zeichncl, dass fcslgcslclll wird, wic hoch in dcr biolo- 
gischen Fliissigkcil cine Konzcniraiion von SDMA isl. 

4. Vcrfahren nach cincm dcr An sprue he 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnei, dass zur Bcsiimmung des Ge- 
halles von endogenen Mclhyl-Arginincn in cincr biolo- 
gischcn Fliissigkcil auf dicse mil Anlikorpcrn cingc- 
wirkl wird. 

5. Vcrfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeich- 
nei, dass mil monoklonaicn Anlikorpcrn auf die das en- 
dogene Mcihyl-Arginin cnlhallcnde biologischc Hus- 
sigkcil cingewirki wird. 

6. Vcrfahren nach Anspruch 4 odcr 5. dadurch gekenn- 
zeichnei, dass mil polyklonalcn Antikoqxrrn auf die 
das endogene Mcihyl-Arginin cnlhallcnde biologischc 
Fliissigkcil cingewirki wird. 

7. Vcrfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich- 
nei, dass die monoklonaicn Anlikorper durch Kuliivie- 
rung dcr Anlikorper-produzicrcndcn Zcllklonc und Ge- 
winnung cincr die Anlikorper cnihallcndcn T^osung ge- 
wonncn wcrden. 

8. Verfahrcn nach Anspruch 6, dadurch gekennzeich- 
nei, dass die polyklonalcn Anlikorper durch Gewin- 
nung von Immunserum von immunisierlen Versuchs- 
lieren erzeugl werden. 

9. Millel zur Durchfuhrung der Verfahrcn 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnei, dass die biologischc Fliissigkcil 
aus Plasma beslehl. 

10. Minel zur Durchfuhrung der Verfahrcn 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnei, dass die biologischc Fliissigkcil 
aus Serum beslehl. 

11. Millel zur Durchfuhrung dcr Vcrfahren 1 bis 8. da- 
durch gekennzeichnei, dass die biologischc Fliissigkcil 
aus Urin beslehl. 

12. Millel zur Durchfuhrung der Verfahrcn 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnei, dass die biologische Flussigkeil 
aus Gewebsextrakien beslehl. 

13. Miltcl zur Durchfuhrung dcr Vcrfahren 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnei, dass die biologische Flussigkeil 
aus histologischen oder zylologischen Praparalen be- 
slehl. 
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